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“La utopía está en el horizonte. 
Camino dos pasos, ella se aleja dos pasos 
y el horizonte se corre diez pasos más allá. 
Entonces, ¿para qué sirve la utopía? 
Para eso sirve, para caminar” 
 
                               Eduardo Galeano  
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TÍTULO   Endometritis subclínica en la perra. 
PALABRAS CLAVES Perra, Endometritis subclínica, Diagnóstico. 
RESUMEN 
La endometritis subclínica (ES) es una enfermedad uterina reconocida como 
causa de subfertilidad o infertilidad en la vaca y en la yegua produciendo 
importantes pérdidas económicas. La ES era considerada como una enfermedad 
de baja prevalencia y por lo tanto con escaso impacto sobre la eficiencia 
reproductiva de la perra. En los últimos años, estudios realizados mostraron que la 
importancia de la ES en la perra podía ser mayor a lo que se creía. En nuestro 
país, el continuo crecimiento de la cría de perros de raza, con el consiguiente 
incremento del número de criaderos ha impulsado la expansión de esta actividad. 
Este hecho ha estimulado el desarrollo y la implementación de metodologías que 
permitan aumentar la eficiencia reproductiva de criaderos caninos. El objetivo de 
la presente tesis fue  estudiar la prevalencia de ES en la perra e implementar 
métodos complementarios de diagnóstico que sean útiles en la clínica 
reproductiva. El plan de trabajo consta de 3 experimentos. En el experimento I se 
determinó la prevalencia de ES en la perra y se comparó la sensibilidad y 
especificidad del diagnóstico de ES por citología endometrial (CE) en 
comparación con la biopsia uterina (BU). En el experimento II se estudió la 
implicancia bacteriana en la ES. En el experimento III se determinó la 
concentración sérica de proteína C reactiva en perras con y sin ES. El estudio de 
BU permitió obtener datos importantes relacionados con la ocurrencia de ES en la 
perra. Asimismo, se observó un bajo grado de acuerdo entre la BU y la CE para el 
diagnóstico de ES. Por otra parte, las bacterias parecieran no tener importancia en 
el desarrollo de ES en la perra, al igual que en la vaca. La proteína C-reactiva 
pareciera no ser útil para la aproximación diagnóstica de ES en la perra. 
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TITTLE  Subclinical endometritis in the bitch. 
KEY WORDS Bitch, Subclinical endometritis, Diagnosis.  
SUMMARY 
Subclinical endometritis (SE) is a uterine disease and is recognized as a 
condition that can lead to subfertility or infertility and economic losses in cows 
and mares. Subclinical endometritis was considered a disease with low prevalence 
and therefore with low impact on the reproductive efficiency in the bitch. In the 
last years, studies have shown that the importance of SE in the bitches could be 
greater than previously believed. In our country, the sustained growth of kennels 
with the consequent increase in the number of breeders has transformed this 
activity. This fact has stimulated the development and implementation of 
methodologies to increase the reproductive efficiency of kennels. The objectives 
of this dissertation were to study the prevalence of SE in the bitch and implement 
additional diagnostic methods that are useful in the reproductive clinic. Three 
experiments were carried out to accomplish these objectives. In experiment I the 
prevalence of SE in the bitch was determined and the sensitivity and specificity of 
the diagnosis of SE by endometrial cytology (EC) compared to uterine biopsy 
(UB) was compared. In experiment II, the implication of bacteria in SE was 
studied. In experiment III, the serum concentration of C-reactive protein was 
determined in bitches with and without SE. The study of the UB allowed 
obtaining important data associated to the prevalence of SE in the bitch. Likewise, 
a low degree of agreement was observed between the UB and the EC for the 
diagnosis of SE. On the other hand, we did not find relevance of bacteria on 
development of SE in the bitch, as in in the cow. The C-reactive protein is not 
useful for diagnosis of SE in the bitch.  
 
 
CAPÍTULO I 
 
INTRODUCCIÓN GENERAL 
Las consultas por problemas de infertilidad o subfertilidad en la hembra 
canina son frecuentes en la clínica reproductiva diaria y, en variadas ocasiones, no 
se logra arribar a un diagnóstico definitivo luego de descartar las causas conocidas 
de infertilidad o subfertilidad. Existen diversas causas de infertilidad o 
subfertilidad dentro de las cuales podemos citar los problemas asociados al 
manejo de los animales (fallas en la determinación del momento de mayor 
fertilidad), administración de anticonceptivos progestágenos durante períodos 
prolongados y enfermedades infecciosas (Brucella canis, enterococos, cocos gram 
positivos y Mycoplasma spp). Otras causas, menos frecuentes, pueden ser la 
oclusión oviductal (congénita o adquirida), quistes foliculares y estro persistente 
secundario a quistes foliculares (Grundy y col., 2002; Wilborn y Maxwell, 2012). 
Las afecciones del endometrio alteran la fisiología del medio ambiente uterino lo 
cual provoca fallas en la implantación, asociándose a infertilidad o subfertilidad, 
debido a que el útero es el sitio donde ocurre la implantación. Es así que 
afecciones del endometrio que alteren su fisiología pueden cursar con infertilidad 
o subfertilidad como única manifestación, sin ocurrencia de otros signos clínicos 
concomitantes.  
En la endometritis, inflamación de la mucosa uterina, puede observarse en el 
examen histopatológico cambios inflamatorios como infiltración de células 
inflamatorias, congestión vascular, hiperemia, hemorragia y edema en el estroma 
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(McEntee, 1983; DeBois y Manspeaker, 1986; Bondurant, 1999). Cuando existe 
inflamación en el endometrio en ausencia de signos clínicos se la denomina ES 
(Sheldon y col., 2006; Mariño Fuentes y col., 2017).  
En la yegua y en la vaca, la ES ocurre en hembras clínicamente sanas y se 
asocia a fallas en la concepción. Tanto en bovinos como en equinos, la ES 
produce grandes pérdidas económicas debido a la disminución de la eficiencia 
reproductiva, siendo una de las principales causas de infertilidad o subfertilidad, 
aumentando los intervalos parto-concepción y parto-parto (Bain, 1966; Doig y 
col., 1981; Kasimanickam y col., 2004; LeBlanck y Causey, 2009; Sheldon y col., 
2009; LeBlanck, 2010; Madoz, 2011; Cocchia y col., 2012). En yeguas, durante la 
época reproductiva, el diagnóstico y tratamiento de esta entidad es esencial para 
lograr altos porcentajes de preñez dentro del plantel (Overbeck y col., 2011). En 
dicha especie, la ES es reconocida como la causa más importante de subfertilidad 
(LeBlanc y Causey, 2009). En la especie bovina, la ES es una enfermedad costosa 
para los productores lecheros debido a los tratamientos requeridos, a la menor 
producción de leche, a la menor fertilidad y al incremento de refugos (Risco y 
Hernández, 2003; Madoz, 2011). Al cursar la ES sin signología clínica a 
excepción de las fallas en la concepción, su diagnóstico es dificultoso. Los 
cambios uterinos se localizan en la capa más superficial del útero ocurriendo 
infiltración de células inflamatorias, cambios degenerativos de las células 
epiteliales del endometrio e incluso descamación de estas células hacia la luz 
uterina (McEntee, 1983; De Bois y Manspeaker, 1986). Estos cambios no pueden 
detectarse mediante estudios complementarios no invasivos como la 
ultrasonografía (Fontaine y col., 2009). Es así que, en bovinos y equinos se han 
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estudiado algunos métodos poco invasivos con el fin de diagnosticar de manera 
fácil y eficaz la ES (Madoz y col., 2011; Overbeck y col., 2013). 
La importancia que se había adjudicado a la ES como entidad que afecta la 
eficiencia reproductiva en la perra hace 17 años, era escasa. La ES era considerada 
como una entidad de baja incidencia y por lo tanto con escaso impacto sobre la 
eficiencia reproductiva de la perra, mientras que la HEQ era considerada la 
afección uterina más frecuente (Dow, 1958; Johnston y col., 2001; Verstegen y 
col., 2008; Schlafer y col., 2012). Este hecho podría asociarse a que las perras 
tuvieron un rol preponderante como mascotas en la sociedad y las consultas por 
problemas de fertilidad eran poco frecuentes en la clínica diaria. Sin embargo, el 
desarrollo de la cría canina asociado al aumento en la demanda de caninos de raza 
y, en consecuencia, la expansión de criaderos caninos ha incrementado el 
porcentaje de consultas por fallas en la concepción en la clínica reproductiva. 
Como se describió anteriormente, muchas y variadas son las causas de infertilidad 
en la perra, por lo cual la lista de diagnósticos diferenciales es extensa (Grundy y 
col., 2002). Sin embargo, en muchas ocasiones, la causa de infertilidad o 
subfertilidad permanece desconocida. La importancia de la ES en vacas y yeguas 
y su impacto económico-productivo al afectar la eficiencia reproductiva sugieren 
que esta enfermedad podría comportarse de igual modo en la especie canina y ser, 
por lo tanto, una de las causas de fallas en la concepción. En los últimos años, los 
resultados obtenidos en algunos estudios realizados mostraron que la importancia 
de la ES en la perra podría ser mayor a lo que se creía. Sin embargo, existen 
escasos estudios sobre la ocurrencia y prevalencia de ES en caninos (Christensen 
y col., 2012; Mir y col., 2013; Gifford y col., 2014).  
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El conocimiento de las características reproductivas de la hembra canina 
posibilita comprender las variaciones endometriales en relación con el ciclo estral 
y los aspectos relacionados con las afecciones endometriales. La perra presenta 
características reproductivas que la distinguen de otras especies. Es monoéstrica 
con escasa o nula estacionalidad y luego de la ocurrencia del ciclo estral se 
produce un período de anestro de duración variable (2 a 10 meses; Concannon, 
1993). Asimismo, presenta la particularidad de poseer concentraciones de P4 
sérica ya elevadas en momentos previos a la ovulación. Hacia el final de la fase 
folicular, cuando las concentraciones séricas de E2 alcanzan sus máximos niveles 
se desencadena el pico preovulatorio de LH (Concannon y col., 1975; Concannon 
y col., 1977). Al inicio del pico preovulatorio de LH, las células de la teca 
folicular comienzan a luteinizarse y a secretar P4, la cual se mantiene en ascenso 
hasta después de la ovulación y formación del CL (Concannon y col., 1977; de 
Gier y col., 2006). La ovulación sobreviene aproximadamente 48 h después del 
pico de LH. A diferencia de otras especies, la perra ovula ovocitos primarios, 
inmaduros, los cuales luego de 48-72 h maduran en el oviducto y son aptos para 
ser fecundados. Una vez finalizado el estro, comienza el diestro, el cual se 
caracteriza por altas concentraciones de P4 sérica provenientes de los CLs 
posovulatorios. Debido a la ausencia de factores luteolíticos, en la hembra vacía, 
el CL perdura durante más de dos meses produciendo altas concentraciones de P4 
sérica por más tiempo que lo ocurrido en la hembra preñada (Johnston y col., 
2001; Feldman y col., 2007). El diestro puede dividirse en 3 etapas, diestro 
temprano (DTE), diestro medio (DME) y diestro tardío (DTA). En cada etapa el 
endometrio está expuesto a diferentes concentraciones de P4 en relación con la 
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edad y funcionalidad de los CLs. En la perra, ocurrida la ovulación y posterior 
fecundación, el embrión, en estadio de cigoto, llega al útero y migra hasta 
producirse la implantación entre los días 17 y 19 luego del pico de LH 
(Concannon y col., 2001; Pretzer, 2008). A partir de la implantación comienza el 
período de embrión propiamente dicho, el cual finaliza el día 35 con la completa 
organogénesis, la cual da inicio al período fetal. En este último período el feto se 
mantiene en crecimiento hasta el momento en que se desencadena el parto 
(Pretzer, 2008). La alteración del medio ambiente uterino se asocia a fallas en la 
implantación debido a que se alteran las condiciones medioambientales del útero 
que permiten mantener la gestación (Feldman y Nelson, 2007). 
En la perra no preñada las altas concentraciones de P4 sérica del diestro 
actúan sobre el endometrio promoviendo el crecimiento y la secreción de las 
glándulas endometriales y la supresión de la actividad miometrial lo cual lleva a la 
acumulación de secreción glandular en el útero predisponiendo a afecciones 
endometriales que comprometen la fertilidad (Johnston y col., 2001; Feldman y 
col., 2007). Esta acción de la P4, altera la estructura del endometrio, por lo cual el 
diestro es la mejor etapa del ciclo estral para diagnosticar afecciones uterinas 
subclínicas como la ES (Gunnink, 1973; Dhaliwal y col., 2001; Johnston y col., 
2001). Una de las afecciones asociada a la acción de la P4 sobre el útero es el 
complejo HEQ-piometra, afección hormonodependiente que afecta más 
frecuentemente a hembras sexualmente maduras, de edad media a avanzada y a 
hembras jóvenes que han sido tratadas con progestágenos (Johnston y col., 2001; 
Feldman y col., 2007; Verstegen y col., 2008). Los E2 secretados por los folículos 
ováricos durante el celo aumentan la expresión génica de los receptores uterinos 
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de P4, colaborando así con la acción de la P4 en la fisiopatología de la HEQ 
(Kastner, 1990; Silva-Molano y Loaiza-Echeverri, 2007). Una vez instaurada la 
HEQ, si ocurre invasión y multiplicación bacteriana evoluciona a una piometra. 
Esta es una de las afecciones reproductivas más importantes en la hembra canina, 
tanto por su prevalencia como por su morbilidad y mortalidad. Cuando ocurre 
HEQ sin piometra concomitante la perra presenta una afección uterina subclínica, 
cuyo único signo es infertilidad o subfertilidad. La HEQ era considerada la 
enfermedad uterina subclínica más frecuente en la perra (Johnston y col., 2001; 
Verstegen y col., 2008). Sin embargo, en los últimos años algunos estudios han 
planteado la hipótesis de que esta afección no fuera la afección endometrial 
subclínica más frecuente en caninos. La ES ha tomado relevancia en caninos en 
los últimos años, por lo cual hay muchos tópicos por abordar (prevalencia, 
fisiopatología y diagnóstico) que aún permanecen desconocidos. 
En las distintas especies domésticas, el diagnóstico de ES se realiza por BU 
y/o CE. El conocimiento de las características histológicas del útero canino 
normal es requisito para la para evaluación e interpretación de las BU. El útero 
está formado por tres capas histológicas: la mucosa o endometrio, la muscular o 
miometrio y la serosa o perimetrio. El endometrio es la capa interna, posee un 
revestimiento epitelial columnar o cuboidal simple seguido de una lámina propia 
compuesta por tejido conjuntivo, vascular y glándulas endometriales tubulares 
simples que se abren hacia la luz del útero (Aughey y Frye, 2001). El endometrio 
presenta una porción basal y una porción funcional. La porción basal no responde 
a los estímulos hormonales de la P4 y a partir de ella se regenera la mucosa. La 
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porción funcional responde a la acción de la P4 y está conformada por los estratos 
compacto y esponjoso (Figura 1. 1.). 
 
Figura 1. 1. Corte histológico de útero NOR de perra en el cual se pueden 
observar las diferentes capas del endometrio y las estructuras que lo 
componen. Objetivo 4X, Tinción H&E. 1) Endometrio, 2) 
Miometrio, A) estrato compacto, B) estrato esponjoso o porción 
glandular intermedia, C) porción glandular basal, a) epitelio 
superficial columnar simple, b) glándula endometrial, c) intersticio. 
 
En la yegua y en la vaca, para la toma de muestras endometriales se han 
desarrollado técnicas transcervicales a fin de obtener mediante metodologías poco 
invasivas, muestras para estudios citológicos e histológicos del endometrio. En 
1981, Doig y col. evaluaron biopsias endometriales de yeguas subfértiles o 
infértiles y las clasificaron de acuerdo con el tipo de lesión. Los mencionados 
autores observaron que la biopsia endometrial permitía no solo arribar a 
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diagnóstico del grado de lesión, sino también establecer la probabilidad de preñez 
(Doig y col., 1981). Más tarde, Kenney y Doig clasificaron las BU en cuatro 
categorías, basándose en la localización de las lesiones y en los tipos celulares 
encontrados. Con esta clasificación se otorga un valor pronóstico de la capacidad 
del endometrio para permitir la implantación, mantener la gestación y finalizar 
con un feto a término (Kenney y Doig, 1986; Rivera Cantero, 2003; Sertich, 
2007). Si bien se han realizado algunos estudios de BU en la perra, no se han 
definido claramente los parámetros asociados al grado de lesión endometrial 
habiendo algunas controversias en relación a los hallazgos de los diferentes 
autores, tal vez porque en los estudios realizados no se ha incluido como factor de 
variación al momento del ciclo estral (Christensen y col., 2012; Mir y col., 2013; 
Gifford y col., 2014). 
Como se mencionó anteriormente, además de la histología uterina, la CE es 
utilizada para la aproximación diagnóstica de ES en bovinos y equinos. Se ha 
comprobado que el porcentaje de neutrófilos estimado sobre la población de 
células endometriales permite evaluar el grado de inflamación endometrial 
(Gilbert y col., 2005; Overbeck y col., 2011; Overbeck y col., 2013). En la perra, 
la toma de muestras transcervicales, tal como se realiza en grandes animales, es 
dificultosa, ya que la anatomía de su tracto reproductivo hace que la maniobra sea 
compleja y sólo realizable mediante endoscopía utilizando endoscopio rígido. La 
vagina canina es muy larga, presenta una porción caudal y una porción craneal 
mucho más estrecha. La vagina craneal está limitada en la parte anterior por el 
cérvix y el fórnix o fondo de saco, este último ubicado en la poción craneoventral, 
siendo la parte más profunda de la vagina. La mucosa vaginal forma pliegues 
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longitudinales cuya imagen macroscópica varía en las diferentes fases del ciclo 
(Sisson y Grossman, 1982; Johnston y col., 2001). La vagina canina presenta un 
pliegue de mucosa medio en dorsal, el cual dificulta la visualización del cuello 
uterino (Watts y Wright, 1995; Figuras 1. 2., 1. 3. y 1. 4.). Es así que se han 
realizado escasos trabajos de investigación utilizando la toma de muestras 
transcervicales en la perra, ya que se necesita personal altamente capacitado y 
equipamiento costoso (Watts y col., 1996; Watts y col., 1998; Fontaine y col., 
2009; Christensen y col., 2012). El método de toma de muestras uterinas más 
utilizado en caninos es quirúrgico, mediante laparotomía por línea media, ya que 
es de fácil realización y permite obtener muestras de todas las capas uterinas, 
permitiendo evaluar no sólo endometrio sino también, miometrio y perimetrio. Si 
comparamos este método con la toma de muestras mediante endoscopia 
transcervical, veremos que con este último se obtiene sólo el endometrio. Además, 
la laparotomía permite la visualización de los ovarios y el útero, permitiendo 
obtener datos valiosos en la aproximación diagnóstica de infertilidad/subfertilidad 
(Schlafer, 2012). Sin embargo, posee como desventaja el ser un método invasivo, 
requiere someter al animal a un protocolo anestésico y debe ser realizado en el 
quirófano. 
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Figura 1. 2. Anatomía de la vagina craneal de la perra. El esquema muestra 
los tubérculos craneal (a), medio (b) y caudal (c) del pliegue de 
mucosa dorsal portcervical (Adaptado de Watts y Wright, 1995). 
 
Figura 1. 3. Imagen de cérvix y fondo de vagina de la perra en la cual podemos 
observar a) cuernos uterinos, b) fórnix, c) cérvix, d) pared vaginal. 
 
 
Figura 1.4. Vista lateral del cérvix y fondo de saco de la vagina canina. 
 
Hasta el momento no se conoce completamente la fisiopatología de la ES, 
existiendo aún muchos tópicos por dilucidar en las diferentes especies. En la vaca, 
estudios realizados han mostrado que no hay incumbencia bacteriana en el 
desarrollo de la ES (Madoz, 2013). Por el contrario, en la yegua se ha comunicado 
compromiso bacteriano en la fisiopatología de la enfermedad (Nielsen, 2005; 
LeBlanc, 2009; Interian y col., 2014). Si bien una gran variedad de bacterias entre 
las que se encuentran: Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Escherichia coli, 
Pasteurella spp., Proteus spp., Corynebacterium spp., Pseudomonas spp., 
Klebsiella spp. y Mycoplasmas spp., han sido aisladas del tracto genital de la perra 
- 11 - 
 
(Olson y Mather, 1978; Watts y Wright, 1995; Watts y col., 1996). Sin embargo, 
no se ha establecido la implicancia bacteriana en la ES en la perra.  
Por otra parte, las PFAs son consideradas marcadores útiles de la 
inflamación en el diagnóstico clínico, pronóstico y monitoreo de tratamiento en 
diversas patologías tanto agudas como crónicas (Martínez-Subiela y col., 2004; 
Martínez-Subiela y Cerón, 2005). En la especie canina prometen ser de gran 
utilidad para evaluar el estado de salud de los animales, habiéndose afirmado 
incluso que en el futuro las PFAs serán incluidas como un parámetro de rutina en 
los perfiles bioquímicos que se realicen a los animales (Eckersall y col., 2001).  
Si bien el impacto de la ES sobre la eficiencia reproductiva y su repercusión 
sobre las pérdidas productivas se encuentra bien definido en equinos y bovinos, 
no ocurre lo mismo en caninos. Tal vez este hecho se encuentre relacionado con el 
enfoque individual que ha tenido la medicina en el área de pequeños animales en 
la cual los criaderos de perros no eran tomados como unidades productivas y los 
estudios clínicos han carecido del enfoque poblacional/productivo en el área 
reproductiva. Sin embargo, en la última década, la creciente demanda por parte de 
los criadores de métodos que les permitan resolver problemas de subfertilidad e 
infertilidad en perras y así optimizar la eficiencia reproductiva de su plantel, ha 
impulsado el estudio de afecciones que afectan la eficiencia reproductiva, así 
como el desarrollo de nuevas metodologías diagnósticas. El estudio de la BU 
junto con la CE, así como el estudio de agentes bacterianos implicados permitiría 
obtener datos importantes relacionados con la ocurrencia de ES en la perra y 
estimar así su importancia como causa de subfertilidad o infertilidad en esta 
especie. Asimismo, el estudio de la proteína C-reactiva como potencial indicador 
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de un mayor riesgo de ocurrencia de ES permitiría obtener un método valioso de 
aproximación diagnóstica en la ES. Los datos obtenidos podrían ser de gran valor 
para estimar el impacto productivo de la ES en los planteles reproductivos 
caninos.  
En virtud de lo anteriormente expuesto, el objetivo general de esta tesis fue 
conocer la prevalencia de ES en la perra. Los objetivos específicos de esta tesis 
fueron: 1) Evaluar si el grado de inflamación subclínica diagnosticada por la 
técnica de CE mediante cytobrush se correlaciona con cambios en la histología 
uterina mediante la evaluación de BU (capítulo II); 2) Determinar los principales 
agentes etiológicos causantes de ES en la perra (capítulo III); 3) Evaluar la 
concentración sérica de proteína C reactiva en perras con y sin ES (capítulo IV). 
Para cumplir con estos objetivos se realizaron tres experimentos que se describen 
en los capítulos siguientes.  
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CAPÍTULO II 
 
DETERMINACIÓN DE LA PREVALENCIA DE ENDOMETRITIS 
SUBCLÍNICA EN LA PERRA, Y COMPARACIÓN DE LA 
SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL DIAGNÓSTICO DE 
ENDOMETRITIS SUBCLÍNICA POR CITOLOGÍA ENDOMETRIAL EN 
COMPARACIÓN CON LA BIOPSIA UTERINA 
 
INTRODUCCIÓN 
La ES es una afección uterina que causa grandes pérdidas económicas en 
vacas y en yeguas debido a que produce subfertilidad o infertilidad, relacionada 
con fallas en la implantación y muertes embrionarias (Kasimanickam y col., 2005; 
LeBlanck y Causey, 2009, Madoz y col., 2014).  
En la perra, se ha comunicado que el complejo HEQ-piometra es una de las 
lesiones uterinas más frecuentes (Dow, 1958, Schlafer, 2012). Asimismo, la HEQ 
sin desarrollo de piometra ha sido considerada como la enfermedad uterina 
subclínica de mayor prevalencia en caninos (Dow, 1958, Verstegen y col., 2008; 
Schlafer, 2012). Sin embargo, en la última década, algunos investigadores han 
demostrado que la ES es un hallazgo común en la BU (Christensen y col., 2012; 
Mir y col., 2013; Gifford y col., 2014). Las lesiones uterinas, ya sean 
inflamatorias, hiperplásicas o neoplásicas, han sido consideradas como causas 
potenciales de infertilidad en la perra (Johnston y col., 2001). En este sentido, 
Fontaine y col. sugieren que la ES debe investigarse en cada caso de infertilidad 
de origen desconocido en perras (Fontaine y col., 2009). 
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La BU es una herramienta que se utiliza ampliamente para el diagnóstico de 
afecciones uterinas y/o la evaluación de la integridad uterina tanto en la yegua 
como en la vaca (Kenney y Doig, 1986; Madoz y col., 2014). Existen numerosos 
trabajos en los cuales se ha realizado BU para arribar a diagnóstico de ES en las 
mencionadas especies (Chapwanya y col., 2010; Overbeck y col., 2013; Madoz y 
col., 2014). Asimismo, la BU puede brindar información valiosa que permita 
detectar cambios fisiológicos, inmunológicos o patológicos en el útero 
(Chapwanya y col., 2010). En yeguas, la BU es utilizada para el diagnóstico de 
afecciones uterinas, con valor pronóstico sobre la fertilidad de la hembra (Kenney 
y Doig, 1986; Doig y Waelchli, 1993). 
En las últimas dos décadas se han realizado diferentes estudios con el 
objetivo de desarrollar un método de diagnóstico sencillo, económico, rápido y 
eficaz de ES. La CE es una herramienta utilizada para el diagnóstico de ES 
considerándose al cytobrush como la mejor técnica para la recolección de 
muestras endometriales (Kasimanickam y col., 2005; Plontzke y col., 2010; 
Cocchia y col., 2012; Wagener y col., 2017). Es así que, los estudios realizados 
han sugerido a la CE realizada mediante la técnica de cytobrush como la mejor 
herramienta para la toma de muestras uterinas. 
Los estudios realizados en las diferentes especies sugieren que la ES podría 
comportarse en la perra de manera similar a lo que ocurre en la yegua y en la vaca 
y que muchas de las perras presentadas a consulta por problemas de infertilidad o 
subfertilidad podrían presentar ES. Por consiguiente, el conocimiento de la 
ocurrencia de ES en la perra, así como la evaluación de la sensibilidad y 
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especificidad del cytobrush y su correlación con la BU podrían aportar datos 
valiosos en la aproximación diagnóstica de la subfertilidad/infertilidad en caninos. 
 
OBJETIVOS 
1) Conocer la prevalencia de ES en la perra. 
2) Evaluar si el grado de inflamación subclínica diagnosticado por la técnica de 
CE mediante cytobrush se correlaciona con cambios en la histología uterina 
mediante la evaluación de BU. 
 
HIPÓTESIS 
1) La prevalencia de ES en caninos es similar a la prevalencia de esta entidad 
patológica en bovinos y equinos; 
2) Los cambios inflamatorios detectados en las muestras citológicas obtenidas 
por el cytobrush se corresponden con los cambios histológicos 
endometriales observados con la BU;  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Diseño experimental 
Se utilizaron 50 perras clínicamente sanas, mestizas, de entre 8 meses y 6 
años, con un peso entre 10 y 30 Kg, pos-púberes, de ciclos estrales regulares, en 
diestro, que no habían recibido anticonceptivos. Las perras seleccionadas 
formaron parte de un plan de control urbano de la reproducción realizado en un 
centro municipal (Centro de zoonosis, Municipalidad de La Plata, Buenos Aires, 
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Argentina). Cada una de ellas asistió al centro municipal para ser sometidas a 
ovariohisterectomía.  
Procesamiento y toma de muestras 
A cada una de las perras se le realizó un examen clínico general y se le tomó 
una muestra para estudio citológico vaginal y una muestra de sangre para 
posterior medición de P4 sérica. El momento del ciclo se determinó en base a la 
fecha del último celo relatada por el propietario, la citología vaginal, la presencia 
o no de CL en los ovarios (Figura 2. 1.) y la concentración de P4 sérica. El diestro 
fue dividido en tres etapas, DTE (hasta 20 días post-celo), DME (entre 21 y 40 
días post-celo) y DTA (más de 41 días post-celo). Luego de la 
ovariohisterectomía, los úteros y los ovarios de las perras fueron remitidos al 
Laboratorio de Reproducción Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la 
Universidad Nacional de La Plata para su estudio. Cada útero con sus 
correspondientes ovarios fueron examinados. Se observaron los ovarios y se 
registró la presencia de CL. Se tomó una muestra de cada cuerno uterino mediante 
punch de 0,4 cm de diámetro para su estudio histopatológico (Figura 2. 1) y una 
muestra de CE mediante la técnica de cytobrush para su estudio citológico 
(Madoz, 2011; Schlafer, 2012). 
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Figura 2. 1. Procesamiento y toma de muestras. A) Presencia de CL (flechas 
verdes) en ovario; B) Punch para obtención de BU. 
Biopsia uterina 
Las BU obtenidas fueron colocadas en tubos plásticos con tapa (1,5 ml) con 
solución formolada tamponada al 10% hasta su procesamiento histológico. 
Posteriormente en el laboratorio, las muestras fueron deshidratadas, incluidas en 
parafina, cortadas con micrótomo y teñidas con H&E para su observación 
(Madoz, 2011). Las muestras obtenidas fueron evaluadas a 100, 400 y 1000 X al 
MO. 
Citología vaginal y endometrial 
Las muestras de citología vaginal obtenidas fueron depositadas sobre un 
portaobjetos, fijadas para preservar la morfología celular, y coloreadas con 
Tinción 15® (Biopur, Argentina). Las muestras se dejaron 5” en cada colorante 
obteniéndose una buena tinción celular. Luego fueron evaluadas al MO a 100X y 
400X para realizar el conteo de células parabasales, intermedias y superficiales. 
Se determinó el momento del ciclo estral de acuerdo con el porcentaje y tipo de 
células presentes (Feldman y Nelson, 1987; Stornelli y col., 2012). 
Las muestras obtenidas con la técnica de cytobrush fueron depositadas sobre 
un portaobjetos, fijadas para preservar la morfología celular y coloreadas con 
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Tinción 15® (Biopur, Argentina, [Madoz, 2011]). Las muestras se dejaron 15” en 
cada colorante, ya que 5” fueron insuficientes para obtener una buena coloración 
de las células endometriales. Todas las muestras obtenidas fueron evaluadas a 
100, 400 y 1000 X al MO (Figura 2. 2). 
Se realizó el conteo de PMNN sobre un total de 200 células en las muestras 
de CE para obtener el porcentaje de PMNN en relación con las células 
endometriales. 
Se tomaron dos puntos de corte, uno de 2% y otro de 5%. Cuando el 
porcentaje de neutrófilos fue ≥ 2% en la CE, se consideró a la muestra cómo ES +, 
mientras que cuando el porcentaje fue < 2% se consideró como endometrio NOR 
(Overbeck y col., 2013). Asimismo, cuando el porcentaje de neutrófilos fue ≥ 5% 
en la CE, se consideró a la muestra como ES +, mientras que cuando el porcentaje 
fue < 5% se consideró como endometrio NOR. 
 
Figura 2.2 Imágenes de elementos para CE. A) Cepillo ginecológico para 
obtención de muestras citológicas de endometrio; B) Extendido 
citológico de la muestra obtenida mediante la técnica de cytobrush. 
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Medición de progesterona sérica 
Las muestras de sangre obtenidas fueron centrifugadas y el suero 
almacenado a -20°C hasta su procesamiento. 
Las mediciones de P4 fueron realizadas mediante quimioluminiscencia 
(Elecsys®, Progesterone II; Roche, Mannheim, Germany). El coeficiente de 
variación intraensayo para el pool alto (4,87 ng/ml) y para el pool bajo (0,3 ng/ml) 
fue 4,5% y 2% respectivamente. 
Análisis estadístico 
Se realizó el análisis exploratorio de los datos, calculando la frecuencia de 
perras con ES, endometrio NOR, HEQ y otras afecciones. Los datos fueron 
expresados como CMM ± error estándar (CE y concentración de P4 sérica) o 
como porcentaje (BU). Las variaciones en las concentraciones de P4 se explicaron 
ajustando un modelo de regresión con distribución Poisson (PROC GLIMMIX; 
SAS, 2003) con la categoría de BU como único predictor fijo, considerando a la 
perra como unidad experimental. Se estimaron los CMM de los grupos de BU y se 
evaluó la diferencia de CMM entre las categorías ES y NOR.  
Marco bioético del uso de animales 
El experimento se realizó respetando y de acuerdo con las recomendaciones 
internacionales especificadas en la Guía para el Cuidado y Uso de los Animales de 
Laboratorio, con las recomendaciones de la National Academy Science, 
Washinton DC, USA referidas al uso de perros como animales de laboratorio 
(National Research, 2010) y las recomendaciones sobre el cuidado y uso de 
animales de laboratorio del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales 
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de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la 
Universidad Nacional de La Plata (Resolución: 42-5-14 T). 
 
RESULTADOS 
De las 50 perras estudiadas 10 se encontraban en DTE, 14 en DME y 26 en 
DTA. La tabla 2. 1 muestra la etapa del diestro en la cual se encontraban las 
perras con los diferentes resultados histopatológicos en el momento de la toma de 
muestra (Tabla 2. 1). 
 
Tabla 2. 1.  Etapa del diestro de las perras en el momento de la toma de 
muestra. 
Condición DTE DME DTA 
NOR 5/18  5/18  8/18  
ES 4/27  7/27  16/27  
HE         1/2 -         ½ 
O - 2/3 1/3 
DTE: diestro temprano, DME: diestro medio, DTA: diestro tardío. NOR: normal, 
ES: endometritis subclínica, HE: hiperplasia endometrial, O: otras afecciones. 
 
Biopsia uterina 
A partir de la observación al MO las muestras se clasificaron en:  
1) NOR: aquellas muestras donde se evidenció endometrio con pliegues 
longitudinales de mucosa, epitelio endometrial superficial intacto, tejido 
conjuntivo formando la lámina propia con glándulas endometriales de estructura 
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conservada (Figura 2. 3); 2) HEQ: cuando se observó proliferación de las 
glándulas endometriales, de tamaño y forma irregulares con distención de la luz 
glandular (Figura 2. 4); 3) ES: aquellas muestras donde se observó degeneración, 
necrosis y/o descamación de las células del epitelio endometrial superficial, 
hemorragia, hiperemia y/o congestión, así como edema en lámina propia, en 
diferentes grados. La ES fue clasificada como: a) ES aguda (ESA): cuando se 
observó moderada a severa hiperemia y/o congestión, hemorragia, así como un 
infiltrado celular inflamatorio difuso (PMNN; Figura 2. 5) b) ES subaguda 
(ESSA): cuando se observó moderada a severa hiperemia y/o congestión, 
hemorragia junto a un infiltrado celular inflamatorio en el que además de 
neutrófilos, se observaron linfocitos y macrófagos con o sin hemosiderina (Figura 
2. 6); y c) ES crónica (ESC): cuando se observó presencia de linfocitos y 
macrófagos, hiperplasia de tejido conectivo, en ocasiones con atrofia de las 
glándulas endometriales, leve a moderada hiperemia y/o congestión (Figura 2. 7). 
Asimismo, en aquellas muestras con presencia de hemorragia moderada se 
observaron abundantes macrófagos con hemosiderina.  
De las 50 perras estudiadas, 18 presentaron imagen histológica de 
endometrio NOR, 27 presentaron imagen histológica de ES, 2 presentaron imagen 
histológica de HEQ y 3 perras presentaron otras afecciones (Fibrosis, atrofia de 
mucosa). De las 27 perras con ES, 8 presentaron ESA, 7 ESSA y 12 ESC.  
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Figura 2. 3. Microfotografías de BU teñidas con H&E, Endometrio normal. A) 
Imagen de endometrio normal, Objetivo 4X. B) Endometrio 
normal, Objetivo 60X. Se observan las glándulas uterinas (gl) de 
estructura conservada, tamaño normal. El epitelio de superficie (ep) 
con solución de continuidad, intersticio (In) con escasas células 
inflamatorias. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. 4. Microfotografías de BU teñidas con H&E, HEQ. A) Imagen de 
HEQ, Objetivo 4X. B) HEQ, Objetivo 40X. Imágenes de 
hiperplasia endometrial en la cual se observan (gl) glándulas 
uterinas hiperplásicas e hipertróficas, irregulares y con distención 
de su luz. La línea recta marca el engrosamiento del endometrio. 
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Figura 2. 5 Microfotografías de BU teñidas con H&E, ESA. A) Imagen de 
ESA, Objetivo 10X. B) ESA, Objetivo 40X. C) ESA, Objetivo 
100X. Lúmen uterino (L), epitelio (ep), glándulas uterinas (gl), 
hiperemia (hi), hemorragia (H). Las flechas amarillas marcan 
edema en el estroma. Las flechas verdes marcan infiltrado PMNN.  
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Figura 2. 6.  Microfotografías de BU teñidas con H&E, ESSA A) ESSA, 
Objetivo 20X. B) ESSA, Objetivo 40X. C) ESSA, Objetivo 100X. Lúmen uterino 
(L), epitelio (ep), glándulas uterinas (gl), hemorragia (H). Las flechas amarillas 
marcan edema en el estroma. Las flechas naranjas marcan hemosiderina. La flecha 
verde marca un neutrófilo. 
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Figura 2. 7. Microfotografías de BU teñidas con H&E, ESC. A) ESC, Objetivo 
20X. B) ESC, Objetivo 60X. C) ESC, Objetivo 100X. Lúmen 
uterino (L), glándulas uterinas (gl), fibrosis (F). Las flechas celestes 
marcan los vasos de noviformación. Las flechas rojas marcan 
fibrocitos. 
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NOR (36%)
ES (54%)
HEQ (4%)
OTRAS (6%)
 
Figura 2. 8. Porcentajes de afecciones uterinas observadas en el estudio 
histopatológico. NOR: normal; ES: endometritis subclínica; 
HE: hiperplasia endometrial; OTRAS: otras afecciones. 
 
ESA (29.6%)
ESSA (26%)
ESC (44.4%)
 
Figura 2. 9.  Porcentajes y tipos de ES observadas en el estudio 
histopatológico. ESA: ES aguda; ESSA: ES subaguda; ESC: 
ES crónica. 
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Citología endometrial 
El estudio citológico endometrial permitió identificar células del epitelio 
endometrial y células inflamatorias (Figura 2. 6). El porcentaje de PMNN 
observado en la CE fue mayor en el grupo NOR respecto al grupo ES (4.21 ± 0.36 
vs. 2.27 ± 0.20; P < 0.0001; Figura 2. 7). Cuando se comparó el porcentaje de 
PMNN entre los grupos NOR y ESA no se observaron diferencias (4.21 ± 0.36 vs. 
3.73 ± 0.48; P=0.44). El porcentaje de PMNN fue mayor en el grupo NOR 
respecto a los grupos ESSA y ESC (4.21 ± 0.36 vs. 2.02 ± 0.38, P<0.001; 4.21 ± 
0.36 vs. 1.37 ± 0.25, P < 0.0001, respectivamente; Figura 2. 8). 
Cuando las hembras fueron clasificadas como NOR o con ES mediante 
estudio citológico o histopatológico se observaron diferencias significativas en la 
asignación de la categoría NOR o ES (P<0.0001). Se observó un bajo grado de 
acuerdo entre el resultado obtenido en la CE de muestras obtenidas por cytobrush 
y el resultado obtenido a partir de la observación y categorización diagnóstica de 
las BU. El Coeficiente Kappa fue de -0.19 cuando se tomó el punto de corte en 
2% y de -0,08 cuando se tomó el punto de corte en 5%. 
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Figura 2. 10.  Microfotografías de CE. Las flechas celestes marcan las células 
endometriales descamadas en grupo y las flechas amarillas 
neutrófilos. A) Objetivo 40X; B) Objetivo 100X; Tinción 15®. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. 11.  Porcentaje de PMNN en la CE de perras con endometrio NOR y 
perras con ES (CMM ±error estándar). Letras diferentes indican 
diferencias significativas, P≤0,05. 
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Figura 2. 12.  Porcentaje de PMNN en CE de perras con endometrio NOR y 
perras con ESA, ESSA y ESC (CMM ± error estándar). Letras 
diferentes indican diferencias significativas, P≤0,05. 
 
Progesterona sérica 
El promedio de las concentraciones séricas de P4 fue de 11.30±2.24 ng/ml. 
El promedio de las concentraciones séricas de P4 en perras con y sin ES fueron 
diferentes (9,08 ± 0,61 frente a 16,71 ± 1,05 ng/ml, respectivamente, P <0,001; 
Figura 2. 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. 13. Concentraciones de P4 en perras con endometrio NOR y perras con 
ES (CMM ± error estándar). Letras diferentes indican diferencias 
significativas, P≤0,05. 
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DISCUSIÓN 
Se define como infertilidad a la incapacidad de concebir y producir una cría 
viable. En la perra, el término subfertilidad implica una menor tasa de preñez y un 
menor tamaño de camada que lo esperado para perras fértiles de la misma raza 
(Grundy y col., 2002; Wilborn y Maxwell, 2012). Como se mencionó 
previamente, los procesos inflamatorios endometriales subclínicos pueden 
producir infertilidad en la perra al causar fallas en la concepción por provocar un 
medio ambiente inadecuado para la supervivencia espermática y la interacción 
entre espermatozoide-ovocito, o por causar pérdidas embrionarias tempranas al 
interferir con la implantación (Johnston y col., 2001). Actualmente, la HEQ es 
considerada como la principal causa de infertilidad en la perra (Verstegen y col., 
2008). Nuestro estudio muestra una alta prevalencia de ES siendo 
considerablemente mayor a la de HEQ. Asimismo, se observa una prevalencia de 
HEQ menor que la observada por otros autores quienes comunicaron la ocurrencia 
de entre el 15 y 35% de esta afección (Christensen y col., 2012; Mir y col., 2013; 
Gifford y col., 2014). Las diferencias observadas podrían deberse al número de 
perras estudiadas y al estadio del ciclo estral, al momento de la toma de muestra. 
Mir y col., Gifford y col., y Christensen y col., recolectaron muestras en diferentes 
estadios del ciclo de la perra, mientras que en nuestro estudio sólo se estudiaron 
muestras recolectadas durante el diestro. El porcentaje de EN registrado (36%) en 
nuestro estudio fue mayor a lo observado por Gifford y col. (27,8%) y Mir y col. 
(21,5%) quienes estudiaron muestras provenientes de perras subfértiles (Mir y 
col., 2013; Gifford y col., 2014). Ambos autores tomaron muestras de perras con 
infertilidad/subfertilidad de origen desconocido. El porcentaje de ES (54%) 
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observado en nuestro trabajo fue similar a lo observado por Christensen y col. 
(50%) en perras clínicamente sanas (Christensen y col., 2012). En contraposición, 
Gifford y col., 2014 (43%) y Mir y col., 2013 (29%) observaron un porcentaje 
inferior de perras con ES en hembras infértiles/subfértiles. Las diferencias 
observadas pueden deberse al número de animales, así como a la categoría de 
pacientes incluidos en cada estudio (Tabla 2. 1).  
Por otra parte, nuestros resultados muestran la ocurrencia de diferentes tipos 
de ES en el diestro, observándose una prevalencia mayor de ESC (44,4%) en 
comparación con la prevalencia observada para ESA (29,6%) y ESSA (26%). En 
concordancia con los mencionados hallazgos, Gifford y col., observaron ESC con 
mayor frecuencia 22,3% que ESA y ESSA. Sin embargo, en contraposición con 
nuestros resultados, en el mencionado trabajo se observó ESSA en el 12,8% de los 
animales con una frecuencia de aparición mayor que ESA, 7,5% (Gifford y col., 
2014). Estas diferencias, como se mencionó previamente, podrían relacionarse 
con el momento del ciclo estral en el que se tomó la muestra, lo cual influiría 
sobre la prevalencia del tipo de endometritis en relación con la acción de E2 y P4 
sobre el útero (Praderio y col., 2018; Stornelli y col., 2018). 
En nuestro trabajo se pudo observar que el porcentaje de perras con ES fue 
mayor que el porcentaje de HEQ y que el porcentaje de endometrio NOR. Si bien 
se han observado diferencias entre los porcentajes de endometrio NOR, ES y HEQ 
observados en los diferentes trabajos, coincidiendo con nuestros resultados, la ES 
siempre fue la afección más frecuente en todos los estudios. Asimismo, en todos 
los trabajos se observó mayor porcentaje de ES que de EN.   
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En la vaca, ES refiere a vacas que no muestran signos clínicos de 
endometritis, pero tienen un mayor porcentaje de PMNN en la CE asociándose a 
una menor eficiencia reproductiva (Kasimanickam y col., 2004). Sin embargo, 
Madoz y col. encontraron un bajo grado de acuerdo entre los resultados obtenidos 
por CE en muestras colectadas mediante la técnica de cytobrush y los resultados 
obtenidos por BU. Dado que existe un bajo grado de acuerdo entre los resultados 
de la BU y la CE, estos autores concluyen que la CE no parece ser tan útil para el 
diagnóstico de ES. Es así que, la BU se usa para evaluar el estado histológico de 
todas las capas endometriales, mientras que la CE se usa para evaluar solo la capa 
superficial del endometrio (Madoz y col., 2014). En contraposición, Overbeck y 
col. en un estudio realizado en yeguas, comunicaron acuerdo entre el número de 
PMNN de la CE y la aparición de PMNN en el estrato compacto a partir del 
examen histológico en el mismo lugar de muestreo (Overbeck y col., 2013). En la 
perra, no se han realizado estudios que comparen los hallazgos obtenidos en la BU 
con la CE. Según nuestro conocimiento, solo hay un estudio realizado para el 
diagnóstico de endometritis por CE (Fontaine y col., 2009). Los investigadores 
estudiaron 26 perras infértiles en diferentes etapas del ciclo estral (proestro, 
diestro y anestro) y encontraron 38% (10/26) de perras con endometritis (Fontaine 
y col., 2009). Nuestros resultados mostraron un alto porcentaje de PMNN en la 
CE de perras con BU clasificadas como NOR y ESA. En contraste, se encontró un 
bajo porcentaje de PMNN en muestras citológicas de perras con BU clasificadas 
como ESSA y ESC. Por otra parte, se observó un bajo grado de acuerdo entre los 
resultados obtenidos por CE y los resultados obtenidos por BU en el diagnóstico 
de ES. Es así que CE no permite arribar a diagnóstico de ES en la perra. Nuestros 
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resultados concuerdan con los hallazgos comunicados en la vaca y se contraponen 
con los hallazgos observados en la yegua.  
En nuestro estudio, la concentración sérica de P4 fue mayor en las perras con 
endometrio NOR en comparación con las perras con ES. Este hecho podría 
explicarse porque gran porcentaje de perras del grupo ES se encontraban en DTA 
al momento de la toma de muestras. No obstante, la influencia de las 
concentraciones séricas de P4 sobre la ocurrencia de ES no se conoce aún, es así 
que las menores concentraciones de P4 sérica podrían facilitar la ocurrencia de 
esta afección. Asimismo, en nuestro estudio el porcentaje de PMNN del 
endometrio fue mayor en el grupo de perras con útero normal y altas 
concentraciones de P4. Sin embargo, Acuña y Fumuso observaron bajos 
porcentajes de PMN en hembras con altas concentraciones de P4, explicando que 
la P4 posee un efecto inhibitorio sobre las células del sistema inmune en el útero 
(Acuña y Fumuso, 2013). Estos hallazgos coinciden con trabajos realizados en 
ratona, mujeres y ovejas quienes comunican el mismo efecto inhibitorio (Hunt y 
col., 1998; Wira y col., 2010; Intan-Shameha y col., 2011). Es posible que el 
efecto inhibitorio de la P4 comience a observarse en las capas más profundas del 
endometrio y más tarde en la superficie. Un gran número de las perras con 
endometrio NOR estaban en DTE, probablemente el corto periodo de altas 
concentraciones de P4 no fue suficiente para que la P4 provoque el efecto 
inhibitorio en todas las capas uterinas. 
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Tabla 2. 2. Diagnóstico de afecciones endometriales realizado mediante 
biopsia por diferentes autores. 
 
 
n: número de muestra; ES: endometritis subclínica; HEQ: hiperplasia 
endometrial quística; NOR: normal. 
 
CONCLUSIÓN 
Nuestros resultados muestran que la prevalencia de ES en perras 
clínicamente sanas es alta. La ES podría ser la causa de gran parte de los 
problemas de infertilidad o subfertilidad tal como ocurre en otras especies. Sin 
embargo, se necesitan estudios de fertilidad para determinar si ES produce 
infertilidad o subfertilidad en la perra. Asimismo, nuestros resultados sugieren que 
la ES en perras, podría haber sido subestimada, tal vez porque en la mayoría de 
los trabajos se estudiaron perras con signología clínica de enfermedad uterina, no 
estudiándose la población general de perras clínicamente sanas.  
Autor Etapas del ciclo 
estral 
N ES HEQ NOR 
Praderio y col. 2018 Diestro 50 54% 
27/50 
4% 
2/50 
36% 
18/50 
Mir y col. 2013 DME-DTA-
Anestro 
14  29% 
4/14 
14,5% 
2/14 
21,5% 
3/14 
Gifford y col. 2014 Todas las etapas 
(67,9% en diestro) 
399 42,6% 
170/399 
33,3% 
133/399 
27,8% 
111/399 
Christensen y col. 2012 Todas las etapas 20 50% 
10/20 
35% 
7/20 
10% 
2/20 
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Además, nuestro estudio muestra una mayor prevalencia de ES en 
comparación con la prevalencia de HEQ, entidad comunicada hasta el momento 
como la más frecuente de las alteraciones uterinas en caninos.  
Por otra parte, al observarse un bajo grado de acuerdo entre los resultados de 
BU y CE, la CE realizada por la técnica de cytobrush no sería una herramienta útil 
para el diagnóstico de ES.  
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CAPITULO III 
DIAGNÓSTICO BACTERIOLÓGICO DE LA ENDOMETRITIS 
SUBCLÍNICA EN LA PERRA. 
 
INTRODUCCIÓN 
En la actualidad, la fisiopatología de la ES no se encuentra completamente 
dilucidada, observándose algunas diferencias entre especies. En las yeguas, las 
bacterias se han asociado con el desarrollo de ES (Nielsen, 2005; Interian y col., 
2014). Sin embargo, en las vacas no se recomienda la bacteriología como 
herramienta de diagnóstico porque no se han aislado bacterias del útero de vacas 
con ES (Madoz y col., 2013). Gunay y col. informaron que no se aislaron 
bacterias del útero de perras sanas en ninguna de las etapas del ciclo estral (Gunay 
y col., 2010). Asimismo, Fontaine y col. aislaron bacterias del útero en la mayoría 
de las muestras endometriales provenientes de úteros con endometritis 
diagnosticada mediante CE en perras presentadas a consulta por infertilidad 
(Fontaine y col., 2009). De acuerdo a algunos autores, el diestro parece ser la 
mejor etapa para diagnosticar endometritis, ya que la impregnación de P4 
favorecería la alteración patológica del endometrio (Gunnink, 1973; Dhaliwal y 
col., 2001). 
El útero normal es considerado libre de microorganismos, sin embargo, 
diferentes bacterias forman parte de la microbiota vaginal en caninos (Watts y 
col., 1996; Carneiro y col., 2005; Guerrero y col., 2018). La vecindad anatómica 
de la vagina y el útero permite que en etapas del ciclo estral en las cuales el cuello 
uterino se encuentra permeable, como proestro y estro, los microorganismos de la 
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microbiota vaginal asciendan hacia el útero (Johnston y col, 2001). Los 
microorganismos que ascienden hasta el útero normal son eliminados por el 
sistema inmune dadas las condiciones necesarias para que esto ocurra. Por el 
contrario, si la perra presenta un sistema inmune deficiente o, si el útero presenta 
alteración en la arquitectura y/o fisiología endometrial se vuelve susceptible a 
invasión bacteriana. De este modo cuando las bacterias contaminan el útero 
pueden provocar enfermedad, tal como ocurre en el complejo HEQ-piometra 
(Johnston y col., 2001).  
Las discrepancias que existen en relación al aislamiento bacteriano en 
hembras con ES en las diferentes especies nos impulsaron a realizar un estudio 
con el fin de dilucidar si hay asociación entre las bacterias y el desarrollo de ES en 
la perra. Asimismo, creemos que en caso de haber compromiso bacteriano en el 
desarrollo de ES, las bacterias podrían ascender desde vagina. Es así que, se ha 
diseñado un experimento con el fin de aumentar el conocimiento sobre la 
fisiopatología de ES en la perra. 
 
OBJETIVO 
Determinar los principales agentes etiológicos causantes de ES en la perra. 
 
HIPÓTESIS 
Los principales agentes etiológicos uterinos aislados en perras con 
endometritis son similares a los aislados en las muestras de fondo de vagina. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
Diseño experimental  
Se seleccionaron 35 perras clínicamente sanas, mestizas, de entre 8 meses y 
6 años, con un peso entre 10 y 30 Kg, pos-púberes, de ciclos estrales regulares, en 
diestro. Las perras seleccionadas no habían recibido tratamiento anticonceptivo 
previo a la toma de muestra  y formaron parte de un plan de control urbano de la 
reproducción realizado en un centro municipal (Centro de zoonosis, 
Municipalidad de La Plata, Buenos Aires, Argentina). Cada una de ellas asistió al 
centro municipal para realizar la ovariohisterectomía.  
Procesamiento y toma de muestras 
A cada una de las perras se le realizó un examen clínico general y se le tomó 
una muestra para estudio citológico vaginal y una muestra de sangre para 
posterior medición de P4 sérica. El momento del ciclo se determinó en base a la 
fecha del último celo relatada por el propietario, la citología vaginal, la presencia 
o no de CL en los ovarios y la concentración de P4 sérica. Antes de la 
ovariohisterectomía, se obtuvo una muestra del fondo de vagina mediante hisopo 
estéril cubierto. Luego de la ovariohisterectomía, los úteros y los ovarios de las 
perras fueron remitidos al Laboratorio de Reproducción Animal de la Facultad de 
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata para su estudio. 
Cada útero con sus correspondientes ovarios fueron examinados. Se observaron 
los ovarios y se registró la presencia de CL. Se tomó una muestra de cada cuerno 
uterino mediante punch de 0,4 cm de diámetro para su estudio histopatológico 
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(Madoz, 2011; Schlafer, 2012) y una muestra de cada cuerno uterino mediante 
hisopo estéril en condiciones de asepsia. 
Los hisopos obtenidos con muestras del fondo de vagina y muestras del 
endometrio, inmediatamente después de su obtención, fueron colocados en un 
medio de transporte de Stuart y remitidos al laboratorio de bacteriología de la 
FCV-UNLP para su procesamiento (Stornelli y col., 2000). Las muestras fueron 
transportadas refrigeradas a 4 °C hasta el laboratorio donde se realizaron los 
cultivos y la identificación de las bacterias aisladas. Los hisopos fueron 
sembrados en un medio enriquecido (agar sangre ovina 5%) y en un medio 
selectivo para enterobacterias (agar Mac Conkey). Las placas fueron incubadas 
72h a 37°C en aerobiosis. La identificación bacteriana se realizó fenotípicamente 
según las características microscópicas (coloración de Gram) y macroscópicas de 
las colonias: forma, tamaño, aspecto, producción de hemólisis. Se realizaron 
pruebas bioquímicas y fisiológicas para identificar género y especie (Barrow y 
col., 1993). Las muestras obtenidas mediante BU fueron procesadas como en el 
Capítulo II. 
En base al resultado obtenido a partir de la BU, las perras fueron divididas 
en dos grupos, Grupo I hembras con ES (n=20) y Grupo II hembras con 
endometrio NOR (n=15). Se realizó el análisis exploratorio de los datos, 
calculando las frecuencias absolutas de tipo de desarrollo bacteriano en cada una 
de las categorías de estatus uterino (NOR y con ES). 
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Marco bioético del uso de animales 
Este experimento se realizó respetando las mismas consideraciones bioéticas 
que en el Capítulo II. 
 
RESULTADOS 
Cultivos vaginales 
En la vagina de las perras con endometrio NOR se aislaron Streptococcus β-
hemolitico, Staphylococcus spp., Escherichia coli, Proteus, bacilos BGNNF y 
Corinebacterium spp. En una de las perras no hubo aislamiento en vagina. En la 
vagina de las perras con ES se aislaron Staphylococcus spp., Streptococcus spp., 
Escherichia coli, BGNNF y Proteus. En 7 de las perras no hubo aislamiento en 
vagina. Streptococcus spp., Escherichia coli y Staphylococcus spp., fueron las 
bacterias más frecuentemente aisladas en la vagina de perras con endometrio NOR 
y con ES (Tablas 3.1. y 3. 2). 
 
Tabla 3. 1. Bacterias aisladas de cultivos vaginales de perras con endometrio 
NOR y perras con ES. 
 
Bacterias NOR ESA ESSA ESC TP 
Streptococcus β-hemolítico 6 3 - 2 11 
Escherichia coli 4 2 1 3 10 
Staphylococcus spp. 2 2 1 1 6 
BGNNF 1 1 1 - 3 
Proteus 1 1 - 1 3 
Corynebacterium spp. 1 - - - 1 
NOR: normal; ESA: endometritis subclínica aguda; ESSA: endometritis 
subclínica subaguda; ESC: endometritis subclínica crónica; TP: total de perras; 
BGNNF: bacilos gram negativos no fermentadores. 
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Tabla 3. 2. Porcentaje de bacterias aisladas de cultivos vaginales. 
 
Bacterias Porcentaje de muestras 
Streptococcus β-hemolitico 31.42% (11/35) 
Escherichia coli 28,57% (10/35) 
Staphylococcus spp. 17.14% (6/35) 
BGNNF 8.57% (3/35) 
Proteus spp. 8.57% (3/35) 
Corynebacterium spp. 2.85% (1/35) 
BGNNF: bacilos gram negativos no fermentadores. 
 
Cultivos uterinos 
No se observó crecimiento bacteriano en ninguna de las muestras de úteros 
clasificados como NOR mediante BU. De los 20 cultivos que se realizaron a partir 
de endometrios clasificados como ES por BU (4 ESA, 7 ESSA, 9 ESC) se aislaron 
bacterias en sólo 4 muestras (2 ESA, 1 ESSA y 1 ESC). A partir de las muestras 
provenientes de endometrios con ESA se aisló Escherichia coli en una muestra y 
Staphylococcus pseudointermedius en otra. A partir de la muestra proveniente del 
endometrio con ESSA se aislaron Corynebacterium spp. y Streptococcus β-
hemolítico. A partir de la muestra proveniente del endometrio con ESC se aisló 
Streptococcus β-hemolítico. 
En las 2 perras con ESA se aisló la misma bacteria en el útero y en la 
vagina. En las perras con ESSA y ESC la bacteria aislada del útero fue diferente a 
las aisladas de vagina. 
 
DISCUSIÓN 
Los hallazgos de la microbiota vaginal en nuestro trabajo fueron similares a 
los hallazgos informados por otros autores (Watts y col., 1996; Carneiro y col., 
2005; Laurusevicius y col., 2008; Groppetti y col., 2012; Guerrero y col., 2018). 
En nuestro trabajo, Streptococcus spp., Staphylococcus spp., y Escherichia coli 
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fueron las bacterias más frecuentemente aisladas de la vagina, coincidiendo con 
otros autores (Watts y col., 1996; Carneiro y col., 2005; Groppetti y col., 2012; 
Guerrero y col., 2018). Nuestros hallazgos concuerdan con datos publicados 
anteriormente en los que se informa que Streptococcus β-hemolítico es una de las 
bacterias más frecuentemente aisladas de la vagina de perras preñadas y no 
preñadas clínicamente sanas así como de perras infértiles con flujo vaginal (Allen 
y Dagnall, 1982; Guerrero y col., 2018). 
Por otra parte, en nuestro estudio no se aislaron bacterias del endometrio 
NOR. En las perras con ES, la mayoría de las muestras uterinas mostraron 
cultivos bacterianos negativos, coincidiendo con los trabajos publicados en vacas. 
Una posible explicación podría ser que para el momento en que se diagnosticó ES, 
las bacterias ya podrían haber sido eliminadas del útero por los mecanismos de 
defensa del huésped. Otra explicación podría ser que para la realización de nuestro 
estudio se utilizaron métodos de cultivos tradicionales en lugar de utilizarse 
métodos más sofisticados independientes del cultivo (Rondon y col., 2000; Santos 
y col., 2011). Es posible que en las perras con ES las bacterias permanecieran 
ocultas tal vez por desarrollo de biofilm, lo cual aumentaría el número de 
muestras uterinas sin aislamiento bacteriano a pesar de encontrarse bacterias en el 
endometrio. En este sentido, en los últimos años se ha logrado cierto progreso en 
vacas mediante el uso de métodos independientes del cultivo para estudiar los 
factores de virulencia de las bacterias en vacas con metritis y endometritis (Silva y 
col., 2009; Bicalho y col., 2010; Sheldon y col., 2010; Bicalho y col., 2012; 
Santos y Bicalho, 2012). En contraste con nuestros resultados y con los hallazgos 
obtenidos en trabajos realizados en vacas, en yeguas se aislaron frecuentemente 
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bacterias del útero de hembras con ES (Nielsen, 2005; Interian y col., 2014; 
Sikora y col., 2016). Sin embargo, debe considerarse que en las yeguas, la 
sensibilidad de las muestras bacteriológicas obtenidas de BU fue superior a la de 
las muestras obtenidas mediante hisopo (Nielsen, 2005). De la misma manera 
Sikora y col. encontraron que la sensibilidad de los cultivos obtenidos mediante 
lavaje uterino fue menor que la de los cultivos obtenidos mediante hisopos (Sikora 
y col., 2016). De esta forma, algunos de los resultados negativos en nuestro 
trabajo podrían estar relacionados con el método utilizado para obtener las 
muestras bacteriológicas. En un estudio previo realizado por Fontaine y col. en 
perras con endometritis, el 70% (7/10) mostraron crecimiento bacteriano dentro 
del útero. Las bacterias encontradas en esas perras fueron Pasteurella multocida, 
Streptococcus G del grupo G, Staphylococcus intermedius, Escherichia coli y 
Proteus mirabilis (Fontaine y col., 2009). En contraposición, en nuestro estudio la 
ES pareciera no tener un origen bacteriano en la mayoría de los casos. Las 
diferencias podrían deberse a que Fontaine y col. observaron en el 40% (4/10) de 
las perras que padecían endometritis, una descarga cervical mediante endoscopia 
vaginal. Además, en el mismo estudio, observaron inflamación cervical en el 30% 
(3/10) de las perras que padecían endometritis de origen bacteriano y signos de 
vaginitis en una de las perras (Fontaine y col., 2009). En contraposición, en el 
presente estudio no se observó descarga cervical ni signos de vaginitis asociados a 
endometritis. Concordando con los hallazgos informados por Gunay y col., en 
nuestro estudio no se observó crecimiento bacteriano en las muestras obtenidas de 
endometrio NOR (Gunay y col., 2010). De la misma manera, Watts y col. no 
- 44 - 
 
aislaron bacterias del útero de perras sanas, libres de enfermedad uterina (Watts y 
col., 1996). 
 
CONCLUSIÓN 
Al no observarse asociación entre desarrollo de ES y aislamiento bacteriano, 
la bacteriología realizada mediante los métodos de cultivo tradicionales no sería 
una herramienta útil para el diagnóstico de ES. La realización de métodos de 
cultivo más sofisticados podría ser una opción para esclarecer el rol bacteriano en 
el desarrollo de ES en la especie canina.  
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CAPITULO IV 
 
EVALUACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNA C 
REACTIVA EN PERRAS CON Y SIN ENDOMETRITIS SUBCLÍNICA 
 
INTRODUCCIÓN 
La proteína C reactiva es una PFAs que aumenta sus concentraciones 
sanguíneas como respuesta a un proceso inflamatorio, por lo cual se denomina 
proteína de fase aguda positiva (Martinez-Subiela y col., 2004). La respuesta de 
fase aguda es una respuesta inespecífica y puede desencadenarse por diversas 
causas como procesos infecciosos, desórdenes inmunológicos, procesos 
neoplásicos o traumatismos (Kushner y Mackiewicks 1987; Stadnyk y Gauldie 
1991). Las PFAs actúan ante el daño generado restaurando la homeostasis, por lo 
cual son consideradas marcadores útiles de la inflamación. Es así que, las PFAs 
son utilizadas tanto para el diagnóstico y pronóstico de enfermedades como así 
también, para el monitoreo de la respuesta a diferentes tratamientos instaurados en 
los pacientes (Martínez-Subiela y col., 2004; Martínez-Subiela y Cerón, 2005).  
La proteína C reactiva es sintetizada en el hígado a través de los 
hepatocitos y regulada por citoquinas proinflamatorias que se liberan en el sitio de 
injuria, tales como TNF-α e IL-6. (Aziz y col., 2003; Petersen y col., 2004). La 
proteína C reactiva actúa mediante activación del complemento y opsonización 
bacteriana, modulación de monocitos, macrófagos y producción de citoquinas, 
unión a cromatina bacteriana y acción sobre la migración tisular de neutrófilos. 
(Petersen y col., 2004). La concentración sérica de proteína C reactiva se puede 
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determinar utilizando pruebas como ELISA, aglutinación rápida en látex, 
inmunodifusión, electroinmunoensayo y ensayo inmunoturbidimétrico (Hayashi y 
col., 2001; Kjelgaard- Hansen y col., 2003; Saavedra y col., 2009). En la especie 
canina, se ha demostrado su comportamiento como reactante de fase aguda y, 
además, se ha demostrado su reacción cruzada con la proteína C reactiva humana 
por medio de la prueba de aglutinación en látex (Caspi y col., 1987). En medicina 
humana, la proteína C reactiva ha sido considerada como un biomarcador 
utilizado para el diagnóstico y/o pronóstico de procesos infecciosos, inflamatorios 
o trauma (Smith y Lipworth, 1995, Povoa y col., 2011; Shrotriya y col., 2015). En 
medicina veterinaria, la proteína C reactiva ha sido también utilizada como 
indicador de inflamación y para el seguimiento de la respuesta a diferentes 
tratamientos en diversas enfermedades (Eckersall, 1995; Bigoszewski y col., 
2001; Fransson y col., 2004; Dabrowski y col., 2007). Asimismo, se han 
observado altas concentraciones de proteína C reactiva en perras preñadas 
coincidiendo con el momento de la implantación embrionaria (Eckersall y col., 
1993). En la especie canina, las PFAs prometen ser de gran utilidad para evaluar 
el estado de salud de los animales, habiéndose afirmado incluso que en el futuro 
serán incluidas como un parámetro de rutina en los perfiles bioquímicos que se 
realicen a los animales (Eckersall y col., 2001). Karlson y col. han realizado un 
trabajo en el cual comunicaron altas concentraciones de proteína C reactiva en 
perras con piometra, siendo superiores las concentraciones de esta proteína en 
hembras con un estadio más avanzado de piometra, las cuales presentaban sepsis 
(Karlson y col., 2012). Asimismo, se han comparado las concentraciones de 
proteína C reactiva en perras con HEQ/mucometra y perras sanas sin observarse 
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diferencias significativas (Enginler y col., 2014). Es por este hecho que se ha 
diseñado un experimento con el fin de comparar las concentraciones séricas de 
proteína C reactiva en perras con endometrio NOR y en perras con ES y de este 
modo determinar la utilidad de la proteína C reactiva como herramienta de 
aproximación diagnóstica de ES. 
 
OBJETIVO 
Evaluar la concentración sérica de proteína C reactiva en perras con y sin 
ES. 
 
HIPÓTESIS 
La concentración sérica de proteína C reactiva en perras con ES será mayor 
que en perras sin ES.  
 
MATERIALES Y METODOS 
Diseño experimental 
Se seleccionaron 38 perras clínicamente sanas, mestizas, de entre 8 meses y 
6 años, con un peso entre 10 y 30 Kg, pospúberes, de ciclos estrales regulares, en 
diestro. Las perras seleccionadas no habían recibido tratamiento anticonceptivo 
previo a la toma de muestra. Las perras seleccionadas formaron parte de un plan 
de control urbano de la reproducción realizado en un centro municipal (Centro de 
Zoonosis, Municipalidad de La Plata, Buenos Aires, Argentina). Cada una de ellas 
asistió al centro municipal para realizar la ovariohisterectomía.  
Procesamiento y toma de muestras 
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A cada una de las perras se le realizó un examen clínico general y se le tomó 
una muestra para estudio citológico vaginal y una muestra de sangre para 
posterior medición de P4 sérica. El momento del ciclo se determinó en base a la 
fecha del último celo relatada por el propietario, la citología vaginal, la presencia 
o no de CL en los ovarios y la concentración de P4 sérica. Luego de la 
ovariohisterectomía, los úteros y los ovarios de las perras fueron remitidos al 
Laboratorio de Reproducción Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la 
Universidad Nacional de La Plata para su estudio. Cada útero con sus 
correspondientes ovarios fueron examinados. Se observaron los ovarios y se 
registró la presencia de CL. Se tomó una muestra de cada cuerno uterino mediante 
punch de 0,4 cm de diámetro para su estudio histopatológico (Madoz, 2011; 
Schlafer, 2012). 
En todas las perras se obtuvo una muestra de sangre sin anticoagulante. Las 
muestras de sangre obtenidas fueron centrifugadas y el suero almacenado a -20°C 
hasta la determinación de las concentraciones de proteína C reactiva y de P4. La 
concentración de proteína C reactiva se midió mediante el kit de aglutinación de 
látex (aglutinación de látex, C-Reactive Protein®, BioSystems, Barcelona, 
España, concentración mínima detectada 6 mg/l; Caspi y col., 1987; Figura 4. 1). 
Las mediciones de las concentraciones séricas de P4 se realizaron como se 
describió en el capítulo II de la presente tesis. 
En base al resultado obtenido a partir de la BU, las perras fueron divididas 
en dos grupos, Grupo I hembras con ES (n=22) y Grupo II hembras con 
endometrio NOR (n=16).  
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Figura 4. 1. Procesamiento de las muestras proteína C reactiva en el laboratorio 
1) Kit de proteína C reactiva; 2) Colocación de las muestras y los 
controles positivo y negativo en los pocillos; 3) Mezcla del suero 
con los reactivos mediante palillo; 4) Agitación de las muestras 
para la reacción; 5) Observación de aglutinación, pocillo 2: control 
positivo. 
 
Análisis estadístico 
Para el análisis de datos se realizó la prueba de Van der Waerden mediante 
el paquete estadístico SAS 9.4. El nivel de significancia establecido fue P<0,05 y 
la tendencia P<0,10.  
Marco bioético del uso de animales 
Este experimento se realizó respetando las mismas consideraciones bioéticas 
que en el Capítulo II. 
RESULTADOS 
La frecuencia de proteína C reactiva fue más alta en perras con ES (6/22, 
27%) frente a perras con endometrio NOR (0/16, 0%, valor P de Van der Waerden 
= 0,0302).  
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DISCUSIÓN 
El objetivo de este experimento fue evaluar la concentración sérica de 
proteína C reactiva en perras con ES y en perras con endometrio NOR con el fin 
de utilizar a la proteína C reactiva como una herramienta de aproximación 
diagnóstica para la ES. En nuestro estudio, si bien el porcentaje de muestras 
positivas (con presencia de aglutinación) en las perras con ES (6/22=27%) fue 
diferente al porcentaje de muestras positivas en perras con útero normal 
(0/16=0%) no pudimos adjudicar el aumento de proteína C reactiva en esas perras 
a la ES. El número de perras con ES y con proteína C reactiva positiva no 
permitió realizar una curva Rock, por lo cual, obtener el valor predictivo no fue 
posible. Los resultados obtenidos en nuestro experimento muestran que la 
proteína C reactiva no sería una herramienta útil para la aproximación diagnóstica 
de ES en perras, ya que muchas de las muestras de perras con ES fueron negativas 
(no aglutinaron) a la prueba. Nuestros resultados se contraponen con un trabajo 
realizado por Kaya y col. en vacas con endometritis, quienes observaron que 
algunas PFAs (ceruloplasmina, amiloide A sérico, haptoglobina) aumentaban 
significativamente en las vacas con endometritis comparado con las vacas sanas 
(Kaya y col., 2016). Estas discrepancias podrían deberse a que Kaya y col. 
estudiaron vacas con endometritis clínica mientras que nosotros trabajamos con 
perras con ES. Asimismo, se han realizado trabajos en perras en los cuales se 
informaron concentraciones séricas de proteína C reactiva significativamente más 
altas en el grupo piometra en comparación con el grupo control NOR (Enginler y 
col., 2014; Jitpean y col., 2014). Nuevamente, las diferencias entre nuestros 
resultados y los resultados de Jitpean y col., y Enginler y col., podrían deberse a 
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que los mencionados autores trabajaron con hembras con enfermedad clínica y 
sistémica. En relación a estudios sobre afecciones uterinas sin compromiso 
sistémico pudo observarse que al comparar el grupo HEQ/mucómetra con el 
grupo control NOR, Enginler y col., no observaron diferencias significativas en la 
concentración de proteína C reactiva (Enginler y col., 2014). Resultados similares 
se obtuvieron en este experimento al comparar perras con ES y perras con 
endometrio NOR. Esto podría deberse a que la ES, la HEQ y la mucómetra son 
afecciones subclínicas y/o con un bajo grado de inflamación, tal vez insuficiente 
para aumentar significativamente los niveles de proteína C reactiva. La diferente 
concentración sérica de proteína C reactiva en perras con diferente condición 
uterina podría deberse a que la proteína C reactiva sea un buen marcador 
diagnóstico/pronóstico de afecciones clínicas como la piometra y/u otras 
enfermedades que conducen a inflamación sistémica o afecciones locales del 
endometrio de cierta cuantía, pero no así, para afecciones uterinas sin inflamación 
sistémica o con bajo grado de inflamación local. Resultados previos en relación a 
la elevación sérica de proteína C reactiva durante la implantación en la perra 
podrían apoyar la hipótesis de la necesidad de cierto grado de inflamación en el 
útero para inducir elevación de proteína C reactiva (Eckersall y col., 1993). 
Asimismo, trabajos previos han demostrado que las PFAs aumentan a medida que 
la endometritis es más severa (Kaya y col., 2016).  
Por otra parte, nuestros resultados concuerdan con Sikora y col., quienes en 
un trabajo realizado en yeguas no pudieron demostrar la utilidad de la 
haptoglobina y el amiloide sérico A en el diagnóstico de ES y al igual que 
nosotros, ellos hipotetizaron que las pocas yeguas con ES que presentaban altas 
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concentraciones de PFAs podrían estar padeciendo otra enfermedad (Sikora y col., 
2016). En contraposición con nuestros resultados y con los resultados de Sikora y 
col., Brodzki y col. en un estudio realizado en vacas observaron concentraciones 
de haptoglobina y amiloide sérico A significativamente más altas en vacas con ES 
comparado con vacas sanas (Brodzki y col., 2015). Estas diferencias podrían 
deberse a las diferencias entre especies, al método utilizado para medir 
concentraciones de PFAs, a las diferentes PFAs utilizadas en los diferentes 
trabajos y/o al momento en que se toma la muestra.  
 
CONCLUSIÓN 
La determinación de la concentración de proteína C reactiva como 
herramienta de aproximación diagnóstica para ES en caninos no pudo ser 
demostrada de manera concluyente en nuestro estudio. Futuros estudios que 
incluyan un mayor número de animales podrían ser útiles para realizar una curva 
Rock y completar este estudio. 
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CAPITULO V 
 
MORFOMETRÍA ENDOMETRIAL EN DIFERENTES ETAPAS DEL 
DIESTRO CANINO 
 
INTRODUCCIÓN 
En la perra vacía, luego de la fase folicular ocurre una fase luteal muy 
prolongada. Esto es debido a que el CL perdura durante más de dos meses 
produciendo altas concentraciones de P4 sérica por más tiempo que lo que ocurre 
en la hembra gestante. Este proceso fisiológico sucede debido a que no existe un 
mecanismo luteolítico en la especie (Johnston y col., 2001; Feldman y col., 2007). 
Las variaciones en las concentraciones séricas de E2 o P4, asociadas a la fase 
folicular o luteal, producen cambios histomorfológicos en el endometrio canino 
(Johnston y col., 2001; Galabova y col., 2003). El extenso diestro canino puede 
dividirse 3 etapas: DTE, DME y DTA. En cada una de estas etapas, el endometrio 
se encuentra expuesto a diferentes concentraciones de P4 en relación con la edad y 
funcionalidad del CL, presentando diferencias morfológicas (Galabova 2003; 
Stornelli y col., 2018). Es así que, las altas concentraciones de P4 sérica presentes 
durante el diestro actúan sobre el endometrio promoviendo el crecimiento y la 
secreción de las glándulas endometriales y suprimiendo la actividad miometrial. 
Este hecho lleva a la acumulación de secreción glandular en el útero y predispone 
a afecciones endometriales que comprometen la fertilidad interfiriendo con la 
implantación o desarrollo embrionario (Johnston y col., 2001; Feldman y col., 
2007). Es conocido que la salud uterina es uno de los pilares de la fertilidad en la 
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hembra. Un útero sano con un endometrio íntegro es fundamental para la 
obtención de altas tasas de preñez y tamaños de camada aceptables. En este 
contexto un útero conservado histomorfológicamente se relaciona con buenas 
tasas de fertilidad (Johnston y col., 2001).  
La morfometría permite, mediante un análisis cuantitativo, evaluar 
objetivamente las variaciones de la morfología celular. Ya en 1987, Baak 
comunicó la importancia del examen patológico cuantitativo de células y tejidos 
para proporcionar información diagnóstica y pronóstica importante (Baak y col., 
1987). Si bien existen diversos estudios sobre morfometría de diferentes tejidos, 
son escasos los trabajos sobre morfometría uterina en hembras caninas (Rodrigues 
Monteiro y col., 2009; Gropetti y col., 2010; Ramos y col., 2015; Salinas y col., 
2017). Es así que el estudio morfométrico del útero normal de perras en diferentes 
etapas del diestro podría aportar datos interesantes en relación a las 
modificaciones ocurridas en el endometrio durante esta etapa del ciclo estral. 
Asimismo, comparar mediante un análisis morfométrico el endometrio canino 
NOR y con ES, podría aportar datos interesantes para el diagnóstico de ES en la 
perra.  
Para estudiar la morfometría uterina se realizaron dos experimentos con el 
fin de evaluar los cambios morfométricos sufridos en el endometrio durante el 
diestro, así como también, la presencia o ausencia de variaciones ocurridas en 
endometrios NOR y con ES durante el diestro.  
 
 
 
- 55 - 
 
EXPERIMENTO I 
 
OBJETIVO 
Realizar un estudio morfométrico del endometrio canino normal en las 
diferentes etapas del diestro. 
 
HIPÓTESIS 
La altura de las CG endometriales y el GE varían con la etapa del diestro. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Diseño experimental 
Se estudió el endometrio de 14 perras clínicamente sanas, mestizas, de entre 
8 meses y 5 años, con un peso entre 10 y 30 Kg, pospúberes, de ciclos estrales 
regulares, en diestro, que no habían recibido anticonceptivos. Las perras 
seleccionadas formaron parte de un plan de control urbano de la reproducción 
realizado en un centro municipal (Centro de Zoonosis, Municipalidad de La Plata, 
Buenos Aires, Argentina). Cada una de ellas asistió al centro municipal para ser 
sometidas a ovariohisterectomía.  
Las perras fueron divididas en 3 grupos (G) según la etapa del diestro, G1: 
perras en DTE (hasta 20 días post-celo; n=4), G2: perras en DME (entre 21 y 40 
días post-celo; n=4), G3: perras en DTA (más de 41 días post-celo; n=6). La etapa 
del diestro se determinó en base a los datos obtenidos de la anamnesis realizada a 
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los propietarios de las perras (fecha del último celo) y la determinación de P4 
sérica.  
 
Toma de muestras 
A cada una de las perras se les tomó una muestra de sangre, sin 
anticoagulante para determinación de P4 sérica y una biopsia de cada cuerno 
uterino. Luego de la extracción, las muestras de sangre fueron centrifugadas y el 
suero almacenado a -20°C hasta ser procesadas. Las mediciones de P4 fueron 
realizadas mediante quimioluminiscencia (Elecsys®, Progesterone II; Roche, 
Mannheim, Germany). El coeficiente de variación intraensayo para el pool alto 
(4,87 ng/ml) y para el pool bajo (0,3ng/ml) fue 4,5% y 2% respectivamente.  
Las BU se realizaron tomando una muestra de 1 x 1 cm que comprendió 
toda la pared del órgano. Las muestras fueron fijadas en solución formolada 
tamponada al 10% para posteriormente, ser deshidratadas, incluidas en parafina, y 
procesadas con técnicas convencionales de H&E. Las muestras fueron evaluadas 
al MO para confirmar la ausencia de afecciones endometriales. Se consideraron 
normales aquellos endometrios con pliegues longitudinales de mucosa, epitelio 
endometrial superficial intacto, tejido conjuntivo formando la lámina propia con 
glándulas endometriales de estructura conservada, tal como se describió en el 
Capítulo II de la presente tesis. 
Para el estudio morfométrico se capturaron imágenes utilizando un MO 
Nikon Eclipse 50i conectado a una cámara Nikon DS-Fi2. En cada una de las 
muestras se realizaron 10 mediciones del GE a 4X y se midió a 60X la altura de 
10 CG por campo en 5 campos del endometrio elegidos al azar (Figura 5. 1). Para 
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realizar las mediciones se utilizó el programa de análisis de imágenes para 
histomorfometría Image J-Fiji 1.46.  
 
Figura 5. 1. Microfotografías de útero canino NOR en diestro. A) Mediciones 
del GE (líneas amarillas); Objetivo 4X H&E. B) Glándulas 
endometriales (flechas rojas). Mediciones de la altura de las CG 
(líneas amarillas). Objetivo 60X H&E. 
 
EXPERIMENTO II 
 
OBJETIVOS 
Comparar la histomorfometría endometrial del diestro en perras con 
endometrio NOR y con ES. 
Evaluar las muestras de ES en las diferentes etapas del diestro. 
 
HIPÓTESIS 
La histomorfometría endometrial del diestro en perras con endometrio NOR 
y con ES es diferente. 
La altura de las CG endometriales y el GE varían con la etapa del diestro. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
Diseño experimental 
Se estudiaron cortes histológicos del endometrio de 45 perras clínicamente 
sanas, mestizas, de entre 8 meses y 5 años, con un peso entre 10 y 30 Kg, 
pospúberes, de ciclos estrales regulares, en diestro, que no habían recibido 
anticonceptivos. Las perras seleccionadas formaron parte de un plan de control 
urbano de la reproducción realizado en un centro municipal (Centro de Zoonosis, 
Municipalidad de La Plata, Buenos Aires, Argentina). Cada una de ellas asistió al 
centro municipal para ser sometidas a ovariohisterectomía. El diestro se determinó 
en base a los datos obtenidos de la anamnesis realizada a los propietarios de las 
perras (fecha del último celo) y la determinación de P4 sérica.  
Toma de muestras 
A cada una de las perras se les tomó una muestra de sangre, sin 
anticoagulante para determinación de P4 sérica y una biopsia de cada cuerno 
uterino. Luego de la extracción, las muestras de sangre fueron centrifugadas y el 
suero almacenado a -20°C hasta ser procesadas. Las mediciones de P4 fueron 
realizadas mediante quimioluminiscencia (Elecsys®, Progesterone II; Roche, 
Mannheim, Germany). El coeficiente de variación intraensayo para el pool alto 
(4,87 ng/ml) y para el pool bajo (0,3ng/ml) fue 4,5% y 2% respectivamente.  
Las BU se realizaron tomando una muestra de 1 x 1 cm que comprendió 
toda la pared del órgano. Las muestras fueron fijadas en solución formolada 
tamponada al 10% para posteriormente, ser deshidratadas, incluidas en parafina, y 
procesadas con técnicas convencionales de H&E. Las muestras fueron evaluadas 
al MO y clasificadas como se describió en el Capítulo II de la presente tesis 
- 59 - 
 
obteniéndose los siguientes grupos: NOR (n=14) y ES (n=31). Las muestras con 
ES según el curso de la inflamación fueron clasificadas como ESA: n=10; ESSA: 
n=7; ESC: n=14. 
Para el estudio morfométrico se capturaron imágenes utilizando un MO 
Nikon Eclipse 50i conectado a una cámara Nikon DS-Fi2. En cada una de las 
muestras se realizaron 10 mediciones del GE a 4X y se midió a 60X la altura de 
10 CG por campo en 5 campos del endometrio elegidos al azar, tal como se 
describió en el Experimento I del presente capítulo. Para realizar las mediciones 
se utilizó el programa de análisis de imágenes para histomorfometría Image J-Fiji 
1.46.  
 
EXPERIMENTOS I Y II 
Análisis estadístico 
Se ajustaron modelos de regresión lineal con medidas repetidas en el 
espacio para evaluar el efecto de las categorías de diestro en la altura de las CG y 
en el GE de perras con endometrio NOR para el Experimento I. 
Se ajustaron modelos de regresión lineal con medidas repetidas en el 
espacio para evaluar el efecto de las categorías endometriales (NOR o ES) sobre 
la altura de las CG y el GE y para evaluar el efecto de las categorías diestro en la 
altura de las CG y en el GE de endometrios con ES para el Experimento II (Proc 
GLIMMIX, SAS). 
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Marco bioético del uso de animales 
Este experimento se realizó respetando las mismas consideraciones bioéticas 
que en el Capítulo II. 
 
RESULTADOS 
EXPERIMENTO I 
Al comparar la altura de las CG del endometrio de las distintas etapas del 
diestro se observaron diferencias significativas entre DTE y DME y entre DME y 
DTA (18.29±1.22 vs. 14.44±1.22μm, P=0.02; 14.44±1.22 vs. 8.9±1 µm, 
P=0.0005, respectivamente, Figura 5. 2). Sin embargo, no se observaron 
diferencias significativas al comparar el GE en las diferentes etapas del diestro 
(Figura 5. 3). Al analizar la concentración de P4 sérica en la distintas etapas del 
diestro se observaron diferencias significativas entre DTE vs. DME y DME vs. 
DTA (43,58±10,83 vs. 19,6±4,66 ng/ml; 19,6±4,66 vs. 2,61±1,26 ng/ml; p<0,05; 
Figura 5. 4).  
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Figura 5. 2. Altura de las CG endometriales (μm; A), grosor endometrial (μm; 
B), y concentraciones de P4 (ng/ml; C) en las diferentes etapas del 
diestro: DTE, DME, DTA, en perras con endometrio NOR (CMM 
±error estándar). Letras diferentes indican diferencias 
significativas, P≤0,05. 
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EXPERIMENTO II 
Al comparar la altura de las CG del endometrio con ES en las distintas 
etapas del diestro se observaron diferencias estadísticamente significativas entre 
DTE y DTA y entre DME y DTA (17.49±1.49 vs. 9.68±0.84μm, P <0.0001; 
15.25±1.16 vs. 9.68±0.84µm, P<0.0001, respectivamente; Figura 5. 5). Al 
comparar el GE del endometrio con ES en las distintas etapas del diestro se 
observaron diferencias estadísticamente significativas entre DTE y DTA y entre 
DME y DTA (978.82 ± 126.01 vs. 693.59 ± 73.4μm, P=0.0507; 1083.89 ± 98.86 
vs. 693.59 ± 73.43μm, P=0.0017, respectivamente; Figura 5. 6). Al analizar la 
concentración de P4 sérica en perras con ES en las distintas etapas del diestro se 
observaron diferencias significativas entre DTE vs. DTA y DME vs. DTA (21.68 
± 4.38 vs. 2.84 ± 2.44 ng/ml, P=0.0008; 21.09 ± 3.26 vs. 2.84 ± 2.44 ng/ml, 
P=0.0001, respectivamente; Figura 5. 7).  
Al comparar la altura de las CG y el GE entre el endometrio NOR y con 
ES no se observaron diferencias significativas (13.17 ± 1.32 vs. 12.62 ± 0.89μm, 
P=0.73; 930.75 ± 81.87 vs. 846.84 ± 57.78μm, P=0.4; respectivamente; Figuras 5. 
8 y 5. 9). 
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Figura 5. 3. Altura de las CG endometriales (μm; A), grosor endometrial (μm; 
B), y concentraciones de P4 (ng/ml; C) en las diferentes etapas del 
diestro: DTE, DME, DTA, en perras con ES (CMM ±error 
estándar). Letras diferentes indican diferencias significativas, 
P≤0,05.  
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Figura 5. 4. Altura de las CG endometriales (μm; A) y grosor endometrial (μm; 
B) en perras con endometrio NOR y con ES (CMM ±ES). Letras 
diferentes indican diferencias significativas, P≤0,05. 
 
DISCUSIÓN 
Se han comunicado escasos trabajos de morfometría endometrial en perras 
(Rodrigues Monteiro y col., 2009; Gropetti y col., 2010; Ramos y col., 2015; 
Salinas y col., 2017). Según nuestro conocimiento este es el primer trabajo en el 
cual se realizan estudios morfométricos del endometrio canino en perras con ES. 
En nuestro trabajo pudimos demostrar que la altura de las CG y la concentración 
sérica de P4 varían en las diferentes etapas del diestro en perras con endometrio 
NOR ES
A
ltu
ra
 d
e 
C
G
 (µ
m
)
0
2
4
6
8
10
12
14
16
A
NOR ES
G
ro
so
r e
nd
om
et
ria
l (
µm
)
0
200
400
600
800
1000
1200
B
- 65 - 
 
NOR y en perras con ES. Por el contrario, no observamos diferencias 
significativas en el GE en las diferentes etapas del diestro en perras con 
endometrio NOR. Sin embargo, observamos diferencias en el GE durante el 
diestro en perras con ES. Adicionalmente, pudimos observar concentraciones 
séricas de P4 más altas en perras con endometrio NOR respecto a las perras con 
ES. 
En concordancia con los resultados obtenidos por Galabova y col., las 
concentraciones de P4 sérica varían con la etapa del diestro, siendo en DTE y 
DME superiores a las del DTA (Galabova y col., 2003). Asimismo, ambos 
estudios concuerdan con Stornelli y col., quienes comunicaron altas 
concentraciones de P4 sérica y un menor número de células apoptóticas en CL 
durante DTE en comparación con DME y DTA (Stornelli y col., 2018). Las 
concentraciones de P4 sérica en DTE y DME obtenidas en nuestro trabajo fueron 
superiores a las obtenidas por Galabova y col. en las mencionadas etapas del 
diestro (Galabova y col., 2003). Estas diferencias pueden deberse a que se 
realizaron diferentes métodos para determinar las concentraciones de P4 sérica. En 
nuestro trabajo se utilizó quimioluminiscencia mientras que en el trabajo 
comunicado por Galabova y col. se utilizó ELISA. Las concentraciones de P4 
séricas registradas durante el diestro total en nuestro trabajo (16.71 ± 1.5ng/ml) 
fueron menores que las concentraciones de P4 sérica comunicadas por Gropetti y 
col. (49.4 ± 24.8 ng/ml), y mayores que las comunicadas por Aydin y col. 
(9.92±0.89 ng/ml) durante el diestro. Las mencionadas variaciones en los registros 
de P4 pueden deberse a las diferencias individuales entre las perras estudiadas, y a 
las diferentes técnicas utilizadas para la determinación de P4 en los diferentes 
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trabajos (ELISA, ELFA, quimioluminiscencia). También debe considerarse que 
los autores mencionados, a diferencia de nosotros, no registraron la etapa del 
diestro en la que se encontraba la perra cuando se tomó la muestra. Sin embargo, 
las concentraciones de P4 sérica registradas en nuestro estudio en DTE se 
encuentran dentro del rango de concentraciones de P4 registradas por Gropetti y 
col. durante el diestro (Gropetti y col., 2010). Este hecho podría deberse a que en 
el mencionado estudio no se describe en qué etapa del diestro se tomaron las 
muestras y gran número de las perras estudiadas podrían haber estado en DTE al 
momento de la toma de muestra. Asimismo, en nuestro estudio observamos que 
en el endometrio NOR la altura de las CG es menor cuando las concentraciones 
séricas de P4 disminuyen, mientras que el GE no varía. Estos resultados 
concuerdan con un trabajo realizado por Gossler y col. (Gossler y col. 2017).  
Si bien Galabova y col., estudiaron BU de endometrios NOR obtenidas de 
perras en DTE, DME y DTA describiendo las características histológicas 
encontradas, no realizaron morfometría endometrial (Galabova y col., 2003). Se 
ha desarrollado un estudio en el cual se comparó el GE de perras nulíparas con el 
de perras multíparas que no habían recibido tratamiento anticonceptivo 
(Rodrigues Monteiro y col., 2009). En dicho trabajo, se observaron diferencias 
entre el GE de perras nulíparas y multíparas. El GE de perras multíparas 
comunicado por Rodrigues Monteiro y col., se encuentra dentro del rango del GE 
de las perras estudiadas en nuestro trabajo en todas las etapas del diestro 
(Rodrigues Monteiro y col., 2009). Asimismo, la altura de las CG endometriales 
de perras multíparas comunicada por dichos autores se encuentra dentro del rango 
de la altura de las CG del DME registrado en nuestro estudio (Rodrigues Monteiro 
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y col., 2009). Debe considerarse que en el trabajo previamente mencionado no se 
especifica la etapa del ciclo estral en la que se encontraban las perras y, además, 
se incluyeron perras prepúberes, mientras que nosotros sólo estudiamos una 
población de perras pospúberes (Rodrigues Monteiro y col., 2009). En un estudio 
realizado por Salinas y col., el GE de úteros NOR de perras nulíparas y multíparas 
fue mucho menor que el GE comunicado por Rodrigues Monteiro y col., y que los 
datos registrados en este estudio. Asimismo, Salinas y col., no observaron 
diferencias entre el GE de perras nulíparas y multíparas a diferencia de Rodrigues 
Monteiro y col. (Rodrigues Monteiro y col., 2009; Salinas y col., 2017). Las 
diferencias observadas pueden adjudicarse a que las perras estudiadas por Salinas 
y col., se encontraban en anestro cuando se tomó la muestra.  
Existen escasos trabajos de análisis morfométricos realizados en el 
endometrio patológico (Gropetti y col., 2010) y según nuestro conocimiento 
ningún trabajo realizado en endometrio con ES. Gropetti y col., observaron 
diferencias en la CE y en la morfometría nuclear de muestras provenientes de 
perras con HEQ comparadas con perras con piometra (Gropetti y col., 2010). En 
nuestro trabajo no se observaron diferencias en la altura de las CG y el GE en el 
endometrio NOR en comparación con el endometrio con ES. Asimismo, hemos 
observado diferencias por el momento del diestro en las muestras con ES, 
coincidiendo con el Experimento I del presente capítulo en endometrio NOR. El 
número de perras correspondientes a los diferentes grupos (ESA-DTE, ESA-
DME, ESA-DTA, ESSA-DTE, ESSA-DME, ESSA-DTA, ESC-DTE, ESC-DME, 
ESC-DTA) fue insuficiente para poder comparar el GE y la altura de las CG en 
cada una de las categorías (ESA, ESSA, ESC) por etapa de diestro. El estudio de 
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un mayor número de perras por grupo que permita comparar estas variables podría 
brindar datos importantes a la hora de implementar el diagnóstico de ES, pudiendo 
utilizarse a la morfometría uterina como una herramienta de aproximación 
diagnóstica de ES.  
 
CONCLUSIONES 
Podríamos concluir que la altura de las CG endometriales y las 
concentraciones de P4 varían en las diferentes etapas del diestro. El diagnóstico 
histopatológico se enriquecería mucho implementando una herramienta que 
permita obtener datos objetivos, como lo es la morfometría. Los datos 
morfométricos endometriales al igual que la descripción histológica del útero 
normal en diestro, aportan datos interesantes a la hora de diagnosticar 
enfermedades endometriales que comprometen la fertilidad de la perra. En 
especial, el completo conocimiento del endometrio normal durante el diestro es 
importante, ya que el diestro es la etapa del ciclo estral en la cual el endometrio se 
encuentra más expuesto a sufrir alteraciones. Esto es debido al estímulo de altas 
concentraciones de P4 sostenido por largos periodos de tiempo, como 
consecuencia de un mecanismo luteolítico ausente en la perra no preñada. 
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CONCLUSIONES GENERALES 
Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis muestran un alto 
porcentaje de ES en la perra, al igual que lo que ocurre en la yegua y en la vaca. 
Este hecho sugiere que las perras que cursen con infertilidad o subfertilidad de 
origen desconocido deberían ser sometidas a BU para estudiar su endometrio. En 
Capítulo II, al comparar la CE con la BU pudimos demostrar que la CE por la 
técnica de cytobrush no sería una herramienta de diagnóstico útil para la ES en la 
perra. En el Capítulo III pudimos concluir que no hay asociación entre la ES y 
desarrollo bacteriano mediante métodos de cultivo tradicionales, por lo cual la 
bacteriología no sería útil para diagnosticar ES. En el Capítulo IV pudimos 
concluir que la determinación de proteína C reactiva sérica no permitiría 
aproximar el diagnóstico de ES.  
Por otra parte, en el Capítulo V pudimos demostrar el efecto del diestro en 
la altura de las CG, GE y concentraciones de P4 sérica, lo cual indica la 
importancia de la etapa del diestro en la toma de muestra a la hora de diagnosticar 
ES. Asimismo, pudimos mostrar que una herramienta que otorgue información 
objetiva, como la morfometría es útil y necesaria en la aproximación diagnóstica 
de enfermedades subclínicas.   
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